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) Opracowanie wydajnej metody regeneracji roslin Aralia spinosa L. z zastosowaniem
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Promot pracy: dr n. farm. Anita Sliwinska Praca magisterska wykonana w Katedrze 1 Zaktadzie Biologii Farmaceutyczne;
Aralia spinosa L. (Araliaceae) to krzew lub mate drzewo dorastajace do 2-8 m wysokosci (Ryc. 1) [1]. Naturalnie ro$nie we e
wschodnich Stanach Zjednoczonych (Ryc. 2) [2]. Za biologiczne dzialanie roslin z rodzaju Aralia odpowiadaja trzy glowne !\ S ' _—
grupy metabolitow wtérnych: triterpenoidy i saponiny triterpenoidowe, sterole i diterpenoidy. Cenna grupa sa takie kwasy preseapae

» opracowanie wydajnej metody regeneracji A.

» ocena zmienno$ci somaklonalne] regenerantow

biosyntetyzowanych przez jej organy.

r 5 .
3  Materialy i metody

Etap | — Somatyczna embriogeneza

kalusa nieembriogennego i embriogennego.

| intensywnosci o§wietlenia 40 pmol m-2s lub w ciemnoSci.

Etap |1 — Badania genetyczne

prowadzenia reakcji PCR.

Etap 111 — Badania fitochemiczne

ocenie fitochemicznej z zastosowaniem UHPLC-DAD-ESI-MS3,

niniejszej pracy zebrano graficznie na schemacie (Ryc. 4).

\

W  niniejszej  pracy
dokonano fitochemicznej analizy jakoSciowej ekstraktow
metanolowych z materialu roslinnego A. spinosa z wykorzystaniem
UHPLC-DAD-ESI-MS3, w wyniku ktorej zidentyfikowano lgcznie
35 metabolitow wtornych. Profil fitochemiczny uzyskanych 9
ekstraktow z: tkanek kalusowych -  nieembriogennej
I embriogennej, pedéw, korzeni oraz calych roslin hodowanych in
vitro 1 ex vitro byl zréznicowany pod katem wykrytych
metabolitow  wyspecjalizowanych.  Wsréd  potwierdzonych
zwigzkow stwierdzono 18 kwasow fenolowych oraz 17 saponin
triterpenowych. Dominujacymi kwasami fenolowymi byly: kwas
chlorogenowy oraz kwas izochlorogenowy A. Nalezy podkresli¢
fakt, ze w badanych ekstraktach zidentyfikowano saponiny
0 bardzo cennych wlasciwosciach biologicznych takie jak:
aralozyd A, kalendulozyd E, zingibrozyd R1 oraz elatozyd C.
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Zastosowanie kultur Do indukcji kalusa nieembrio-
in vitro umozliwia na 9 gennego A. spinosa niezbedny jest
krotne zwi¢kszenie dodatek niskiego stezenia do
wydajnosci kielkowania pozywki auksyny: 2,4-D oraz
nasion A. spinosa hodowla w ciemnosci.

w poréwnaniu do
warunkow naturalnych.
Glownymi czynnikami
zwiekszajacymi

efektywnosé procesu Zwigkszenie przyrostu kalusa

Do nabycia kompetencji do

. 1. Budowa morfologiczna Ryc. 2. Zasigg naturalnego wystepowania 2 Ce I e p raCy

A. spinosa [8] A. spinosa w Ameryce Potnocnej [9]

> zapoczatkowanie i utrzymanie ciaglej hodowli in vitro réznorodnego materialu roslinnego Aralia spinosa, ktéra
obejmowala kultury: kalusa, zarodkéw somatycznych oraz roslin,

embriogenezy (PPSE) oraz wtornej bezposredniej somatycznej embriogenezy (WBSE),
z zastosowaniem technik molekularnych: SCoT oraz ISSR,

» fitochemiczna analiza jakosciowa ekstraktow metanolowych Z réznych eksplantatow
A. spinosa z wykorzystaniem UHPLC-DAD-ESI-MS? w celu okreslenia zwiazkow biologicznie czynnych
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Do zainicjowania hodowli in vitro zastosowano S\ A \
stratyfikowane i sterylizowane nasiona A. spinosa (Fot. 1A). S '
W celu opracowania wydajnej metody regeneracji na drodze RPRS —

somatycznej embriogenezy zbadano wplyw regulatorow wzrostu
na indukcje kalusa. Liscie pobrano z 8-tygodniowych sadzonek
(Fot. 1C) i wykorzystano do zapoczatkowania hodowli in vitro

Do otrzymania kalusa wykorzystano pozywke Murashige et

Skoog (MS, 1962) [10] z kwasem 2,4-dichlorofenoksy-octowym ETAP I - SOMATYCZNA EMBRIOGENEZA
(2,4-D; 0,125 — 2 mg/L). W celu indukcji zarodkéw somatycznych ETAP T -BADANIA [PRRR IO i
na drodze PPSE zastosowano nastepujace regulatory wzrostu: FITOCHEMICZNE
kwas indolo-3-mastowy (IBA; 10 - 40 mg/L) i 6- nasiona . spinosa
benzyloaminopuryne (BAP; 0,2 - 1,0 mg/L). Zarodki przeszlty ﬂ,
konwersj¢ W rosliny na podlozu MS/3 (0 zmniejszonym do 1/3 E: sicwki 8-ty
stezeniu makro- i mikroelementéow oraz sacharozy) z dodatkiem
wegla aktywnego (5 g/l), natomiast rosliny hodowano na pozywce ﬂ, : _
Woody Plant Medium (WPM, Lloyd and McCown, 1980) [11]. blaszki lisciowe — e
BWSE  przeprowadzono na  zarodkach  pierwotnych Il
Z zastosowaniem stresu osmotycznego (pozywka MS z dodatkiem - kalus
sacharozy 50, 70 lub 100 g/l). Rl b

Aklimatyzacja roslin przebiegala w fitotronie oraz ~
w pokoju hodowlanym z zastosowaniem uprawy hydroponicznej e Ll g S
lub tradycyjnej uprawy w glebie. Kulture A. spinosa prowadzono ZNEN Il
w pokoju hodowlanym, w temperaturze 24 =+ 2°C, przy arupa 1P arupa 2P erupa 3W
wilgotnosci 70 - 80%, oswietleniu 12 godzin na dobe

Badania jednorodnosci genetycznej wykonano dla rosliny EMs | pierwotne zarodki @ picrwotne zarodki @ wtome zarodki

o . ) . T":I somatyczne somatyczne somatyczne
macierzyste] oraz 3 grup regenerantow z zastosowaniem 10 M L | H
markerow SCoT oraz 10 markeréw ISSR poprzez . , * .

. e - A konwersja konwersja konwersja
przeprowadzenie reakcji PCR i elektroforetycznego rozdziahu w rosliny w rodliny w rosliny
produktow w zelu agarozowym w celu okreslenia zmiennoSci H “ H
somaklonalnej. Dla kazdego markera dobrano warunki —_ regeneranty regeneranty regeneranty

A. spinosa— 1P A. spinosa— 2P A. spinosa — 3W

Profil fitochemiczny metabolitow wtérnych wystepujacych SCoT 1 ISSR

w organach A. spinosa jest skabo poznany. Z tego powodu

wykonano ekstrakty metanolowe z uzyskanego roéznorodnego L & U
materialu roslinnego, ktore poddano nastepnie jakosciowej ’ EM 9 % ’ wyprowadzenie roslin do warunkow ex vitro ‘

CaloSciowy  przebieg czeSci  eksperymentalnej
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4_2 Wyn | k| Etap 111 — Badania fitochemiczne

spinosa na drodze pierwotnej posredniej somatycznej

A. spinosa uzyskanych za pomoca mikrorozmnazania
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Fot. 1. Nasiona Aralia spinosa (A); 14-d siewka z widocznymi pierwszymi
lisSciami wlasciwymi po przeniesieniu na pozywke WPM bez regulatorow
wzrostu (B); Roslina po 8 tygodniach kultury na pozywce WPM bez
regulatoréw wzrostu (C)

kalus embriogenny E
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ETAP II - BADANIA GENETYCZNE - MARKERY

Ryc. 4. Schemat przebiegu czesci eksperymentalnej pracy. EM — ekstrakty
metanolowe, P — pierwotna SE, W — wtorna SE, X2 - 2 pasaze 4-tyg.,
X3 — 3 pasaze 4-tyg.

'l

mens.
x107 \

30

20 3 ‘ 11 ||

I
b |
‘l“ ‘r l‘ H‘ "I“‘ Mo 1 : L‘ \\‘1}'\. E‘i»f}l{lr““"\a 3,“45 i N

—~— ;,.\J.' ‘
’ ’J’mwm'@\ﬂ‘wn o A ___EMS

AL N3 _JJ,J’”‘A‘AAJJ¥ I, EM7
: o ‘ N I8 [ s EM-6

05 I L) \ R

35

0.0

20 40 60 80 100 120

Ryc. 4. Chromatogramy UHPLC-DAD-ESI-MS? ekstraktow metanolowych (e.)

EM-1 — e. z pedow pobranych z 8-tyg. roslin otrzymanych z nasion, hodowanych na pozywce WPM; EM-2 — e. z korzeni pobranych
z 8-tyg. roslin otrzymanych z nasion, hodowanych na pozywce WPM; EM-3 — e. z kalusa embriogennego uzyskanego na pozywce MS
z dodatkiem 0,125 mg/l 2,4-D pasaz 3; EM-4 — e. z kalusa embriogennego uzyskanego na pozywce MS z dodatkiem 1,0 mg/l 2,4-D
pasaz 3; EM-5 — e. z kalusa embriogennego z zarodkami somatycznymi hodowanym na pozywce MS wzbogaconej 2,0 mg/l IBA, po
indukcji na pozywce MS z dodatkiem 0,125 mg/l 2,4-D pasaz 2; EM-6 — e. z pedéw pobranych z 12-tyg. regenerantow uzyskanych
droga somatycznej embriogenezy, hodowanych na pozywce WPM; EM-7 — e. z korzeni pobranych z 12-tyg. regenerantow uzyskanych
droga somatycznej embriogenezy, hodowanych na pozywce WPM; EM-8 — e. z catych ro$lin otrzymanych droga somatycznej
embriogenezy, hodowanych 12-tyg. na pozywce WPM; EM-9 — e. z lisci pobranych z regenerantéw uzyskanych droga somatycznej
embriogenezy, po aklimatyzacji w fitotronie przez 8-tyg. w podtozu ex vitro.

embriogenicznosci konieczne jest
przeniesienie kultury na Swiatlo.

kielkowania jest d embriogennego A. spinosa wymaga

zastosowanie fitohormonu zastosowania niskiego stezenia 2,4-D
— kwasu giberelinowego (0,125 mg/l), co przyczynia si¢ do
oraz skaryfikacja tupiny osiagniecia 6-krotnego przyrostu

nasiennej. biomasy.
.~ = N

fenolowe oraz ich glikozydy i depsydy (Ryc. 3) [3, 4]. Wsréd nich wykazano znaczny potencjal przeciwstarzeniowy kwasu
oleanolowego i zwigzkéw fenolowych oraz wlasciwosci adaptogenne i przeciwzapalne aralozydu A [3]. A. spinosa zaliczana jest do . przeciwstarzeniowe
roslin leczniczych, jednak dotychczas byla stosowana wylacznie w medycynie tradycyjnej. A. spinosa byla uzywana przez + neuroprotekcyjne
rdzennych mieszkancéw Ameryki Polnocnej jako srodek tonizujacy, a takze do leczenia blizn, kolki, wzdeé, reumatyzmu, paralizu
| bolu zebow [5]. Lodygi i kora A. spinosa stosowano jako skladnik leku w leczeniu nowotworow skory [6].

* przeciwzapalne

* antyoksydacyjne

Oy OH
OH

Alternatywa do pozyskiwania metabolitow wtérnych pochodzenia roslinnego sa kultury in vitro, ktére umozliwiaja ”"D&*w’ r o*f\@“
pozyskiwanie biomasy bez ingerencji w Srodowisko naturalne oraz zapewniajace kontrolowane warunki wzrostu biomasy s a5 diokawiochinony

| czysto$¢ mikrobiologiczna wazna pod wzgledem GMP. Somatyczna embriogeneza jest wydajna metoda umozliwiajaca
pozyskiwanie bardzo duzej ilosci materialu roslinnego niezaleznie od po6r roku oraz jednorodnego genetycznie [7].

Ryc. 3. Gitowne grupy

kwasy tluszczowe

7: H OH
Poliacetylenowe HO H
u Sterole OH 0. OH
B 0 o

* kardioprotekcyjne
* przeciwwrzodowe

Diterpeny * hepatoprotekcyjne

aralozyd A

metabolitow  wtornych 0  potencjale

farmakologicznym w rodzaju Aralia

T Etap | - Somatyczna embriogeneza A. spinosa
4,  Wyniki

W niniejszej pracy po raz pierwszy opracowano wydajng metode hodowli A. spinosa

w kulturach in vitro. W warunkach naturalnych nasiona A. spinosa kielkuja w okolo 1%,
natomiast stosujac uprawe metodami biotechnologicznymi udalo si¢ podniesé¢ ten odsetek 9-krotnie. Najwyzsza efektywno$¢ tworzenia
kalusa na fragmentach blaszek lisciowych zaobserwowano przy stezeniu 2,4-D 0,25 mg/l, ktory wyniost 93,33 = 10,33%. Natomiast
najwyzszy (ponad 6-krotny w ciagu 30 dni) przyrost biomasy kalusa embriogennego zaobserwowano dla stezenia 2,4-D 0,125 mg/l. Po
przeniesieniu z réznych modyfikacji pozywki indukcyjnej MS z 2,4-D na 7 modyfikacji pozywki MS z IBA lub IBA i BAP (Tab. 1)
zaobserwowano tworzenie sie zarodkow somatycznych (Fot. 2), ktére prawidlowo przechodzily przez kolejne stadia rozwojowe:

&
o
; &

Rl A Caw
X - g 3" /e P

V  Mag De

globularne, sercowate, torpedowate oraz liscieniowate (Fot. 3). Nastepnie zarodki przeszyly konwersje w rosliny o prawidlowej morfologii.

Fot. 2. ormowaikanki kalusowej na fragmentach lisci . na OZywce MS z zastosowaniem 2,4-D 0,125—“gll (A); Kalus embriogenny 1P

uzyskany na pozywce MS z dodatkiem IBA 3,0 mg/l oraz BAP 0,5 mg/l po 4 tyg. kultury z widocznymi zarodkami oraz korzeniami (B); Kalus
embriogenny z tworzacymi si¢ licznymi zarodkami globularnymi, obraz SEM (C); Kalus embriogenny z licznymi centrami merystematycznymi pgdow

lub korzeni, przekroj poprzeczny (D); Kalus embriogenny 1P z zarodkami somatycznymi globularnymi, obraz spod mikroskopu stereoskopowego (E)

Fot. 3. Zarodek somatyczny w stadium pézno-globularnym (A); Zarodek omatyczny w stadium sercowatym (B); Zarodki somatyczne na réznych

etapach rozwoju w stadium torpedowatym, obraz SEM (C); Zarodek somatyczny w stadium pozno-torpedowatym (D); Zarodki somatyczne na réznych

etapach rozwoju w stadium licieniowatym (E)

W niniejszej pracy po raz pierwszy opracowano metodyke uzyskiwania wtornych zarodkéw somatycznych na drodze WBSE

—

stosujac stres osmotyczny na pierwotnych zarodkach. Opracowano wydajng metode aklimatyzacji roslin do warunkow ex vitro (Fot. 4).

f' &

Fot. 4. Wtorne zarodki sorhéfyczne A. spinosa W roznych jch otrzymane na pieotnychdah somatycznych (A - C). A, B -
zdjecia spod mikroskopu stereoskopowego; C — obraz SEM; Aklimatyzacja zregenerowanych roslin A. spinosa z zarodkéw somatycznych po
przeniesieniu do warunkow ex vitro: rosliny w fitotronie (D); Zaaklimatyzowana roslina w fitotronie po 2 miesigcach w uprawie hydroponicznej (E)
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Ryc. 5. Liczba regenerantow A. spinosa w przeliczeniu na 1,

embriogennego kalusa 1P po 60 dniach kultury
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modyfikacje MS z 2,4-D w zakresie stezen 0,125 — 2,0 mg/l w pozywee do indukcji kalusa A — F; modyfikacje PO przeniesieniu z réznych modyfikacji po

MS z IBA w zakresie stezen 1,0 — 4,0 mg/l oraz BAP 0,2 — 1,0 mg/l w pozywce do indukcji zarodkow 1 —7
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+ kombinacje fitohormonéw do tworzenia zarodkéw somatycznych
IBA 3,0 + BAP 0.2 (5)IBA 3,0 + BAP 0,5 (6)IBA 3,0 + BAP 1,0 (7)
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Tab. 1. Zroéznicowanie odpowiedzi kalusa embriogennego 1P A. spinosa

zywki indukcyjnej MS z 2,4-D (A - F) na 7 modyfikacji pozywki MS

z IBA lub IBA i BAP (1 - 7) po 60 dniach kultury w celu indukcji zarodkéw somatycznych (pasaz 2)

Etap Il — Badania genetyczne zmiennosci somaklonalnej

Metoda SCoT, umeozliwila identyfikacje 125
markerow DNA, przy czym 122 produkty stanowily
prazki monomorficzne, natomiast prazki
polimorficzne stanowily zaledwie 2,40% (3 prazki,
Fot. 5). Natomiast metoda ISSR umozliwila
identyfikacje 88 markerow DNA, z czego 74
produkty stanowily prazki monomorficzne,
natomiast prazki polimorficzne stanowily 15,91%
(14 prazkow). Analiza aglomeracji przeprowadzona
metoda Srednich polaczen (UPGMA) umozliwila
wyodrebnienie dwéch skupien (Ryc. 6). Pierwsze
skupienie obejmowalo jedynie jedna rosline
zregenerowana na drodze WPSE - 2P28. W skilad
drugiego skupienia wchodzily wszystkie pozostale
regeneranty, a takze roslina macierzysta (K).
Uzyskane  wyniki  wskazuja, ze  poziom
zroznicowania genetycznego pomiedzy rosling
macierzysta, a regeneratami 1P, 2P oraz 3W jest
bardzo niski i wynosi jedynie 0,042 jednostek
poziomu zréznicowania genetycznego.

Opracowane warunki hodowli dla
roslin A. spinosa
zregenerowanych z zarodkow
somatycznych zarowno na drodze
PPSE oraz WBSE nie indukuja
zmian na poziomie

morfologicznym oraz
genetycznym, co potwierdzono
z zastosowaniem dwoch technik
molekularnych: SCoT oraz ISSR.
Uzyskany material moze zosta¢
wykorzystany jako jednorodny
genetycznie material sadzeniowy.
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Fot. 5. Obraz rozdziatu elektroforetycznego
uzyskanych produktow amplifikacji
z zastosowaniem wybranego startera SCoT-
6; 1-15 — regeneranty z grupy 1P, 16-30 —
regeneranty z grupy 2P, 31-45 -
regeneranty z grupy 3W, K — roslina
macierzysta
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hodowany in vitro i ex vit
jest zroznicowany pod

metabolitow wtornych.

saponiny. W kalusie
embriogennym ilos¢

podobnym poziomie.
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Poziom zroZnicowania genetycznego
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Ryc. 5. Analiza skupien wykonana na
podstawie markerow SCoT i ISSR dla
regenerantow A. spinosa (1P), (2P), (3W) oraz
rosliny macierzystej ().

Dendrogram wykres$lono przy uzyciu wspdtczynnika dystansu
genetycznego Jaccard’a stosujac  metodg $rednich polaczen

(UPGMA). Istotno$¢ skupien (linia przerywana) okre$lono nha
podstawie statystyki pseudo F przy poziomie istotnosci a = 0,05.

Material roslinny A. spinosa Potwierdzenie obecnoS$ci m. in.:

ro aralozydu A, kalendulozydu E
oraz elatozydu H w ekstraktach

wzgledem wytwarzania metanolowych, moze

wskazywac¢ na wykorzystanie

W pedach najliczniejsza w przyszlo$ci materialu

grupa byly kwasy fenolowe, roslinnego z A. spinosa jako
natomiast w korzeniach zrédlo zwigzkéw o potencjale:

antyproliferacyjnym,
przeciwzapalnym,

zwigzkoéw zaliczanych do obu przeciwwrzodowym,
tych grup wystepowaly na przeciwstarzeniowym,

kardioprotekcyjnym oraz
hipoglikemicznym.
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